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SS3S2 B b Sl*2*5U b°dies to form neural progenitor 
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meoium'containing growth factor (s) and isolating 

pr^enitor cells.- and (e) further proliferating the neura! 

rS?um-?ree e meIium containing growth factor(s) and 

isolating .the neural 

progenitor cells. 

INDEPENDENT CLAIMS are included for the following, U> a 
SKSr^SEfSS.. comprising: (a) oulturing embryonic 
SSySi^STfb) oulturing the emhryoid bodies to form 

^proUferating the neural progenitor cells in a 
SSSSS-SSS factor (.), (d) further proliferating the 
ceUs'iff setum-free medium containing growth factor (s) 
n°Son P af andlllaf differentiation potential; and (e. 
l%rllT inVserum-free medium containing growth 
^fa! r progenitor a ce?!s fs forced, and isolating the cells; 
g 2 lLrpr:glni?or cells that are produced as above and 
S^S^-SSS^'-Xl. and non-neural cells; and (3, 
SomprlsinfaSologous and nonautologous cells as above. 
USE - The process is useful for therapy of neural defects, 
o| r n™fceils n or remyelinisation of demyelinated nerve 

«U-meI?ated gene transfer in the nervous system and for 
production of 
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Beschieibung 



Beschreibung 

, :u~ Werstellung aus embryona- 
EhelirtinmraK y^g^ Meage, die venvenuuu* x/iethode fur die Behandlung 

York, ^ . , anderen Organen far den Aufbau des Nervensys^^ unreifen \farl§u- 

. >».SS5 in. wesentlichen <^^^ddung -^^^^^^^M-- 
tionsfatagtait. ww* » n ur wahrend aer Nerven system durch ^ Gdriin gewon- 



30 



^ fS™Tder Transplantation vo ^rr! Wnc Methode besteht dann, die ^J"" Gen in das General dtr Zel- 
^ die Zdlm ^ BmpKngers f""^ 7 ?£nM»l>. Alter- 

mehrungsphase wieaa Zellimen besitzen au^ l . , t die aus 
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45 



m ehrungsphase Zellinien besitzen auch die 

plantation nicht ^^J^^ger ^^^S^^ i*. welches vorwxegeod embryon 
des eingrfUhrtenOnto^u^ Arfangsmatenal Himgewebe en BononeUen fur 
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V arden, so z. B aus Ratten 

v J^aSi^ fc ^ 0 ^B^^ 5 7. 1995; ^^^^S£^^T 
vensystan ^T^^ (Ban et aL, Dev. A ^ j. Neuroso. 16: l^i 0 ^ 157 1995; Striibing el aL, 

K£ 1996) und gUale <f ^^^fnSei *-«**£^£Z£^^ 



10 



15 



30 



umfreiem Medium auspUmert u^u^-~^ ^ Ende dieser Phase z^-— gebil det wild (F^en^en- 

Sci. 108. 31» i , Teil der ZeUenaus^ f>ilsS m<xt et aL wurdcn d^S* S Nerven- 



neninsUetnnivP^^T" Nach Transplantation , pare ine Wiederhersteiiung 7*^;^ ^ 
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• end i» Astrozyten aus. Die nicht neural ^^jSS 
nach wenigen Passage* "JS^S ^deHuralen ^^^S^^-^ f andeo Okabe et 
kiirzeo Proliferationsphase bisber »™ 1 J™\ dfiz j ent e Production von Ohg°dendiozyra e« ^ nach zusatzli- 
geXNachtril dieses Systems .^^"^^ ^ ^ ^^S^^tigt^chweisen 
1l nach Wachstun^faklo^^g-v^^ ^^u^ ^ p^p^on ^^^g^*^^™ gnvon Okabe et 

Der Brfindung liegt daber die A ^^%^iica) insbesondere geteungte Neurone muu« gerei- 
Jrctafon aus embryooalen S «^^£l n ^ k ti S ch unbegrenzterMengebem^U^MtH^^ ^ 

tivitat in vivo, wie z. B. «ne ^ eine Verbesserung der J**"^ AbbiMungen. 



30 nUbalen bilnvierten K ;^^ E Stbe u^Twerden deshalb als Emb ^ d ^^Sen&nb^° imBlastozy- 
bilden eine Vielzabl ^ h l^ Q 2 S^nZeUen. ES-Zelten konnen z. Bf™^ in einem undiffe- 
Begr^ES-ZeUenbedeutetEmb^^^^ ^ totipotent* Zellen, W ^ ^pen auszudifferenzie- 
stenstadium gewonnenen we ^f k ^ und &<£ Fahigkeit besitzen, in alto ^"2ttn werden. Der Be- 
as renzierten Zustand g^^^^Ser^on von Oocyten nach emer S*"™^^^ germ cells) erhal- 
ren. ES-ZeUen konnen ^^_^S ch e Zellen, die ans Vto» einerzu 

szriff ES-ZeUen bedeutet f erner fci ^f^^^L^.ZeUen bedeutet one ZeUpopulatioi^^u. . pibrobla- 
£\£den. Der bier ^-^JSSSSSd wenton ES-ZeUen^^e^m^e^y ^ ^ 

^tenaen&npap^™^^^ We U* verwendeten 'B^^^^n**** Begriff UF 
40 stcn besteheoden Feeder-Zellrasen ^ Mech Dev. 59: 89-102, liWO). w E^lton verhindert. Der 

DMENWia-Mediuin *£*^^£f* dn Faktor, welcher die ^"^^^e^U reife Zetten des 
Set "Leukecria -f^f^^L bedeutet unreife ^^^d^f^b^Der bier ve^ 
bier verwendete ^ J^^^Uen) und Glia (Astrozyten "^.^f^SLfieien Wacb^akmriial- 
Nervensystems, z. B. Neurone £fv Proliferation neuraler ^^^^rverweDdete Begriff Oligodeodro- 

4S de.eBegriffneunOeSpW^ 

tigem M^ um N^ensys^ dVe den sog. «^^ n ^ n ?^ dieAxone von einer von den 

zyt bedeutet eine Zelle .^ N f^.^^^; Ner veiizeUfortsatzen (Axonen). Dabei wa»» demyeliiristoren- 
s2 Zellen ist die eleto^^^ ^ ^ ^ 

OUgodendrozyten gebddeten demyelinisierenden Bckrankungen^ die W der u. a. in 

so den Bkrankungeo^Bne der bekann^ Grow* F^«°L .f^^.^^) amegt FDGF kotnmt in 

verwendete Begriff ^^.S^^urie VorlauferzeUen zurTedung <^^^ * te Zellen bedeutet 
Kombination mit bier verwendete Begriff *£, P^-™"? Kbipotent) xeife ZeU- 

Form der Dimere AA AB "^BB^rDerm ^ (pluri . od« mutap^ 0^ ^ n^^^ ^ 

VorlauferzeUen, welche m ^^^ur^biologie werden bipotente ZeUen <f^ynonym tur 
typen au^fferenzi e renkon^n^N^^ d ^ D ausdife = nl^onnea 

lenverweodet, die nochw ^^aLJ 1 isoUerte, gemmgte\fela^erzeUMnmne^^ mcht -neurale 
SoinitbetrifitdieErfindung ■jStalSwM^ * e bSchstenS etWa 15 * ^STBe^ders bevoizugt sind 
schaften ans embryonalen Stamnizeto^^ ^ eines Zellrasens otoSp^de^Be^o^ v^Uiu- 

enUialten- *«^JIS35K»*r oligodendrogUalen ^^^S^I^ 
VorlauferzeUen mil neuronalen, a ^™^' - durch Kemtransplantation ^^ tem r^"^ mbrvona len KeimzeUen 
^ '^f^re SSr^c^SuminzcUen erbal^ we^ f ^n*^^^^ 

bevorzuRt sind VorlauferzeUen id tietgernxe VbrlauferzeUen nrit 
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A .. lpn Eieeoscbafteo, timfassend die folgenden Schritte- neuralen VxiSuf erzeUen c) 

neuronals ^f^ginXSoid Bodies, b) ^Tv^-SL Medium, d) P^<^ 

a) kultivierenvon ^^^uferzeUen in einem Wachsmmsfakto^Qg^^^^^ Medium und isoheren 
proliferieren der neural Voitoutene weitcren ^hstui^aktor^^ serums WaAstumsfek- 

^^^S^.ife™- der oder glialen 



dcr geremigien und isolieren der geremigien .*~^„ 1 _ fteie Medium in Schntt c) ww uni- 

a-) kultivierenvon ^^^i to einem Wachstums^-totogensffU^ m DCU ralen Spharoideo 

proliferieren der ne^*f^ wdteren Wachstumsfak^-halug™^^^™ ^ eiuem Wachstmnsfak- 

Vorlauferzellen aus ^ tt ^^^^liftrieren der neuralen S ^^S«bertrf«nden Zellresens und iso- 
und -U^r n^^^^^Xldung eines "£££j^3^£S^ O gewonnenen gtialeu 
tor-haltigen ^^tT^^Uen. Bevoraigt ist ferner em Ve^^ Sj^odendrogUale Richtung gesteuert und 20 
lieren der gercimgten °T ^ 7jelner paktoren in eine astrozytare oto oftgoorao^u Medium in 

vXferzellen ^^^^S^SLm. wobd das ^JJJSS, serumWe 
isoUert werden^ ^^J^S^L bevorzugt ist ein j£^£r in Kombinanon umfaBL Fer- 

Scbritt c-) bFGF umfaBt. Feroer ,^fp^ Wacbstuinsf aktoien bFGF und ^fK^Z^^y^^ Differenzieiung der 
M^ummdenSchriUen^eO ^ Schritt q ^ ^ OT n ^^S^ e n das Scbilddrusen- 25 

Die erfindungsgemaBen . ^ gaeimgten neuralen ^"^^^^wg der gereinigten neuralen 30 

stems. We ^ndungsgen^en^l^^ 

nutzbareo Faktoren z. B. ^ ly *~£^ dter eriautert. ,„ vbrtguferzellen aus ES-Zellen. A 

Die Erfindung wild ^^^C^nFlieBschetna) der C3ewinoungneuraler^aut^ a^uB an 

Abb. 1 isteine ^heman^K embryon^^^^f ^^ w ^ deo . BzeigtES- 

zeigtES-ZellenOeereKre^arfe^F^ ecaAtitetodeti nf l ^^''SjJfCin denen eine begin- 55 
^fp.oliferation ^^pt^SS Zellkulturscha^^^O^^^ ^ Bodies Reiner 
ZeUen » ^^^f^Teu^Sen (schwarze Krei^s^nd^D^P^ ncur ^ ZeUen 

oende ^ e f f 1 ^ 8 ™ M^Jm enthalt Dieses serumfreie M^^^^-haWgenserurnteenMe- 
ZeUkulturschale, die Meminn neura le VoriauferzeUen, die in ^ m ™^^ iferierte neurale \fortauferzellen, 

^warzeK^)-^^ « 

dium (sog. N3FL ^^^Xr-balngen ^^f^^^^^^J^^-^^J^ b t 
die in einem weiteren Vfectettimsi ^ neura i e X^uferzeu^ Aein^ G 

umlEGFweterprebfe™^ 

tigen ^« fis f^^S *eto einem weitcren Wachstun^tor-ba^^^ Medium konnen die ZeUen 
Ufenene ^^"SS td HXiF writer ^™ ^SgTn^mfreietn Gefriermedium tiefge- < 

TX^^^^^^ ^ L^Spb^undderdamns^ 

^^einescbemanscb^^ 

leiteteo ZeUpopulationeo aus 
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• •,„_„ Wacbstumsfaktor-haltigen serum&eien Me- 

tm ^ukuuurschaten etablierte neurale Spharoid^die ^ ^^f^J^^ kryokonsexviert wentenkSnncn. 

^ CT i Afa ^^t^^hstun 1 sfakto I en solange gezuchtet, Ms <ne ^fT^^^^^n. K zeigt, wie 
roide unter A"^^ ^le ^riauferzeUen aus den Sphaioiden auf ^"^^^uen in Anwesenhek 
stolen anzubefteu. «ri ^ auf die ZeUkulturschale ausgewj^ werden _ Fer . 



"^^S^^en S^de die ^^^^^^^^^^^ 

trikelsystem 17 Tage alter K ^*™' Dt ^ ^ Antikorper gegen das Maus-spezihscM guaic 
das Mau^pezifiscteAnUgmmu- 01teodendtozyttn in die unteren MeAOgeUcoUicui^™ 

aus der BS Zellinie Jl ge^onnenene^ Spteio*tev^^ wonnene oe urale Sptaaroide, 
nen. A zeigt5 T*B*»»* werden konnen. B zeigt zwei Vfochen alle, «« ^ SenMidSerte IntermediarfilamentNe- 
Nervensystem ver *^^*™Len ^^e^dse in neuralen ^^*?^!S^St (immunfluoieszenzauf- 
gc^tnA emem Ann^jegen^ eine makroskop^h SK*«ta» ^"JSeta mitPolyocnithin 

Sd^S^ ££^e. aus'der ES Zellinie ^ e e ^^^ f STfeaSLfakto re n Uviert 
nahme). C und D jV ^ Zellkulturschalen ausgesat und fur *~|**SL, fa neurale Zellen aus. Gezeigt 
„nd ^^^.^^^ngungen desintegrieten ^Sphanndeunddh^z^nin^ ^ 

^^TL ^inSre^ierte, aus der ES Zellinie Jl ^^V^J^Zf^E) unddenNeurotransmitter 
den §ew 
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vonParkmso^Patienten venvendet. Di^»fl^^ ^STwoche auf Poly omi thin ^ ^broceton m Ab- 
Zelleo gewonnenen Neurone dieses Enzym bilden. ^^^„ m ^ e n „ cwonn enes llTagealtes neurales SphSroid, 
wSeit voo Wachstnmsfaktoren <^^^^<gSi Acidic Protein (GmP^Diese b^unfluo- 
gefarbt mil einem Antikorper gegen das neuralen Spharoide auch Asttozyten geneneren. M 

Lzenz-Aurriahme verdeuuicht, daB ^^.^^^esenheityon V^hstimisfaktorendi£Ferenae^,^derK 

ZeUinieJl gewonnene 5 J^^^^Sok daB die aus ES Zellen herges^ten neuralen Spharoide 
Marker 04. Diese Immunfluoreszenz Aumanire 

auch OUgodendrozyten geneneren. ,^te \fodauferzellen. A zeigt ein typisches Berspiel eincr mWM- 

Abb. 6 zeigt aus neuralen S ^^£^°XSzemote Jl gewonnene neurale Spharoide ^^^^ 
stebungbegrifleiiensog.Touch^ 

schichtete ZeUkulhirschalen, und es kommt zorn . Zellkulnirschale losen, wobei ein remer ghaler \br- 

riSS Spharoide lassen sich dutch Schuueln ^^^^Cg einer derartig aus der ES ZeUinie Jl g«wD- 

n^ewortnenlraSn^^Uen dieses neurale «P™£JEi gewonneoeo gU alen Merzellen durch 

Abb! W die Steuerung der g^ M ™^|X^f SXnTsog. Touchdown Knltur, welche in 
ZuX einzetoer Faktoren. ffierbei wurde einer a ^^™^ e CNT?(10 ng/ml) oder T3 (3 ng/ml)zn- 

Anl^enbeit von EGF und FGF kultiviert worden wv, ^^^^3 jedoch weiter taglich zugesetzL Nach 
oe^2 Tage spater wurden die Wactetunrfaktoren ast^zytSre Antigen GFAP unddas oUgo^ 

wl^S^gen^rdendieKul^ 

dendroghale Antigen 04 gefarbt ^^^^=13 zu den ausES Zellen gewonnenen ^l^ufcrze^ 
r^^ufiXnenzrigt, verdeuuicht, daB die Zugabe von ooejr bUdet te GroBteil der Zellen eine astrozytate 
L^SfSerUerSde^ 

ikX^holooie aus und exprirmert den astrozytaren Mancer . oUeodendroglialeo Makers 04. 

SnSu^orSgeSodendrogHto 30 

AbhTg z^die neuronale Differenzierung von aus der J ^^^ b ^ ldelten Rata (ein HermodeU fur die Hun- 
Jb)1«1— *• ^^^^^^8^^^ das Striatum falter, ^ 
rinaton'sche Erkrankung, C und D). Hierbei wurden 5 lage aire ncur durch Wachstumsfaktorentzug fur 5 
Sbehatd^S hnplandert. ^™^™^^^ZZ«ABA gefarbt (A, — u = nz- 
T^diiferenziert und dann rmt einem Antikerper g^*?™^ " erkenntfich, daB zahlteiche der aus ES Zellen ge- 

^iSer ^Tauch eine funktioneUe Verbesserung ^^^^p^ ausgehende, in das Empfanger- 

^Xi^lterial mr die erncdungsgemSBen neuralen ™^^ s ^^^n^%t 
djSauTzS^^ 1994) zu einer 

HSrzS^^ 

^LnBlast^tenderM^ge^^ 

hit Press. New York, 1994). Femer konnen ES-Zellen a ^ a ^ ^ 2S»-292, 1994), Hamster (Doetschman et aL, 
^hSES^ueVuinfassen Ratte (lannaconne et aL, Dev. ^ Fisch (Sun et aL, MoL Mar. 

^ev^oL 1^224-227, 1988). >*>gel (Pain 

riJnvrmZellkernen aus Zellen eines ausgereiften Orgamsmus ui un^rrucm«c ^ Keratransplantanon nut 

etTNaSS 810-«13, 1997). Fur den ^ ^.^^fSenX ^ differenzierten ZeUen dessel- 
dernerfindmgsgemaBen Verfahren die HersteUung autologer ^"^^^ yon aus differenzierten Zellen gewon- 

-^en^llken^in-unbefn^hte^ 

Nature 385: 810-813, 1997), ist dieses .^.^ ^felonic germ cells) erhalten werden. . 

7«uahnlicbe ZeUen aus embryonalen Keimzellen (emDry^omc B ' begchriebenen Verfahren in Oe- 

^^SSu« abhangigeES-ZeUen konnen dann z. B. "^^^ pVSllen irToer Abwesenheit von LJF zu 
^h^chteSchalefLgesat^^e^^^ 
^oid Bcdes aggregiert werden (Okabee^^ 
dies konnen dann auf Zellkulturschalen ausplatnert und fur 4-8 lag 
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ziichtet werden (Okabe ei ai., ^^oltes Aufziehen 

^Srt^EFLMediuiii) enthalL In ciiescm Medium wmfcn °*^ U rfunl ^ T^tentatiooszwecke verweodet 
i^tTpnr eine weitereehende Aufireinigung kann **^ u c '°J^TnMicher Wfeise von der Kultursctaale abgel&st, in 

werden. N ^^^f^z. B. remyeUtnsierende ^P^^J^X^^chale inFonneines gleictaiiSBig 
Mgs ^ n^h ^«ungrur bis sten ^rnriger ^^^^SSkanndie neurale \farlinfcrzeU- 

5 ^^nS^s Sen. Zu diesem, aber auch fiblicher Vfeise wieder aufeetaut 

ze^u^in^^ 

Difierenzierte neurale und mcht neurale Zellen zeig „„„nbeschichteteZellkul- 
flU ™r™Szieri g tarn, auch in «t»«^SlSL*n ausgesaL Die Spharo.de : heft» ^* 
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S5£ S32- ES-ZeUen bergesteUten neuralen 
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30 



35 



, Neurone und Glia von einem 

fubrt Zurfickblefct^ !^*2fi£gS% Kombinanon, vermehrt werdenkann (Escnbarth et aL, 

Ptoc Nail. Acad. Sci. U2>a #o. 1flfijSffl ^ch dann Maikeranugene tur uugw^ j /vL^^um in 

vod etwa 85% wie sie nut dem ^»^ v0 ^r^ d j en ^ einer Reinheit von bis zu 100% ^*^ W T~" vie 
findunKSgemaBen Verfahren konnen neurate ™""£^V neura i e VbdaufeneUen gewonnen werien, ohm 

^TzS voHiegenoderaus S einem ZeUkern 
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S^dSe und L Erfassung der ^^^f^^'^^tioaal Neural Transplantation, Serten 157-W5, 
^Cto^mplantiert, tommies postoperafcv zu ^B. neuralen Zdlen ins menschliche Nervea- 



1.1. ES-Zdl Proliferation 



diesem wie in alien folgenoen 
60 (>85%) kulliviert. 



•_JLZ Entfernung der Feeder Zellei 



65 



l.Z. nuuwiiui^ - 
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10P Zellen pro 6 cm bcnaie; uou uu 

1 .3 Herstellung von Embryoid Bodies ■> 
. 9 * Thwart wurden siedurchZugabeeinerLdsimg 

1 .4. Ratieren der Embryoid Bodies 



1.5. Transfer in ITSFn Medium 

^ f olg endeo Nr. U3*)) ^^-^ J^J^JS- Nr. 
B leMediuni/NutntientMwF12(i i,^ TTSFn Medium besteht ans DMEM/F12, ttan ^.T^- , , 5 ug/mlRbio- 

^^^rp^nS^Sn^^ 30 nM ^SS^S^^^^ 
540101X 50ug/ml Apc^tr^i™ v .^^^streptomycm (100 JV^"xi^M«num ieden zweiten Tag ex- 

nektin (life TWhnok^*. in diesem Medium ^^^^.SS^h^neunuen 7* 

1.6. Transfer in N3FL Medium 

__ . a "RDTA in PBS von der 

™„^^^_^oW Nach Sedimentation (5 mm, 300 Xg, JU) -, nl% r>Nase (Worthmgton Nr. 2139) msuspen- 

FBS)neuti^a^Nacn»eaunc Tfechnologies Nr. 14180) rmt °^ steurDit ^ ttEn zu einer Einzelzell- 

Buffered Salt Solunon (CMI^HB^oie^ „ ewon n en es PeUet) und nutHilfe ^^S^ nmHUfeeiner 
diert(ca.3 ml "'^f mehrere Pasteurpipetten ^^^J^^^ZeUsuspensicn 

riert. Etwaige in der Suspension v*» ^^^^ Ee sammeU und verworfen. Die Z*uen Zellloillurscbalen in 
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2X Transfer in N3EFL Medium 



^.X. ll«uw*w 

,r*_ • TWinmineen mecbanisch von der Kultnr- 
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wurde. 



dem zweitcn 

22. Transfer in N2FP Medium 



5 



20 



v u 1 9 W^heirt wuiden sie erneut unter -Rypsin-freien Be- 
kulnirscnale in ca. 5 1} 25 ug/ml Insulin, 1( »W^^'^ 0 ~^ tamanes rekombinames 

23. Passapeten in N2FP Medium 

. . « 6ben beschriebenen Modus 1 5 

Sir remyelinisierendc SSMIB b^^m GeMern^um (Sjma^I^CWW) ^ f~~ fcjektionsme- 

^^^SSSh^^-^^^ 1 "^-" ,4,8<,, 

dium z. B. in Calcium- una Magnesium- 

lyomithin besctachtete ^lUaum^n^ ^ ^ ^ wota ^ ^T^^d Immunfluores- 

Medium, jedoeh obne ^^^^^ormaldehyd-LSsung ff^^X^fc 1518925, Verdunnung 
wurde. Die Kntturen wn-f^T^ ™ das ongodend^gnate^ An^04^xtog««^ ^ ^ 

hereto 4 C ^r£SSrinii«ten zu diesem ^^^^r^MMS-ASSP-m VerdQnnung 
5 ^d^^^tSSr^^ (Ann**^ vonBAbCO. NnMMS 

1:500) " , ^nh^deuTKldarausetabU^neuralerVbrlauferzellen 

Beispiel 3: Gewinnung ncuraler Spharoide uml aarau 

3 1. Etablierung neuraler Spharoide in N2EF Medium 
K> , A „ unter TWpsin-freie 11 Bectingungen 

abgesctobtu^na^dem^be^ ^^J^Z^™^ 2 « : »>• 25 ^SSu/ 

nd/lCO ug/ml), 20 ng/nJ bnn^es reK^mn ^a&oazsntniioa von 20 ng/ml ^S*^"™ 1 x „ fj^ 3 min bei BT 
M6-BGVbR JF m ?J^ ^^[^^etta^^^ d ^^ e,oraucnte M ^ Um ^^^D^ B^c^uptei^^^nein Medium 
^T^m^^ m Mscben unbeschichteten 

^£SSr ausgesat. Nacb dem zwe.ua Med.umwechselwu.de 
Z.Ukulmrschalenausges.t g 

3.2. In vitro Differenzierung der gewonneu* 

1 ^^150xcffir3nimbeiRTzentnfugiertund 
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55 
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PBS gespttlt. Dann warden mc J?™\ abgezogen und me ™to*p«BW0 i>n me angehefteC 

bei Iff intobiert JW« 2"£j££H M> neS 5»*^St tocK l2£Sr CMF-HBSS ge wa- 
ausgesat Einen Tag n»b Aussaa. nan* die Senate draroal <fifferenzierte neurale 

Zu I^Zeitpunk^^MeJ^Swei^n aUe -^^^S^e^ogen. Hierbei ver- 

st^Xe^^^^ 

teilte sicfa (tie Expression neuraier ^ & 
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10 



15 



GFAP-positive AstrozytCT^Oi-^^ ^ (AnDk5r per von Boeannger, W" 1 ^^, ipharoid-Kulniren 
dieser Antigene aufweiseoae ^ US5 " Al Associated Protein 2 (MAP-A AnUK °^" o Mr A-2052. Verdfinnung 
M 1406, Verdunnung 1.20^»mdm Verdannung 1 . 700) nacnweisen 

1 : 700) und Glutan.at ^^^U^S bei bis zu 60%. Abwesenheit von Wactetenisfaktoren 

sitiven Neurone lag in n^ch^mp^ Zeitraumvon 10 Tag^ "^^^^o^zenz-Untersuchungen zu- 
Wurden die S^^^^rLlpharoiden entstandeneu Neurooen ^ f^O) 'S^tyltransferase (Anti- 
differenziert, lieBen °* "» £ Eugene, Nr. TE101, ^^^ ^E^e, Nr. NT102, Verdflnnung 

satzlich ^^y^^^^^TrdUnoung 1 : S^^^^^^^lJOm. **1^V£r 
irftmer von Chemicon, Nr. M^^' *>«nedv Pasadena, CA, UJ>A, vouuuuuu 6 r-R666 Verdiin- 

fXW* ^'derNeu- 
korper von Cbemicon, Nr. AB "3"^*™ rjbzerrzierung und Oberleben der N"?™^^ Neurotropbin 3 
nungl : 100) ^^Sa^Sr^DNF; 20 ng/mr, ^™J^$g® 3^nX difxerenzierten 

reszenz-Untersuchungen cyclic d* 

nungl: 200) nachweisenheB. « . - miden (soe Touch-Down Knlturen) 

3.,Gewimmng^™^ 

^^^^^^^^^^^^^^ 
auseewandert waren. Dies war in rterZeUkulturschale nur sehr kx;kCT annaiic^ ^ „„. 

da Senate losgelost und f ^^f^^und im selben Medium welter 8^"J£^^^ b taT>c^n glialen 
beUchteteZeUkutors^ 

auswachsendergUatoVotla^^^^^^ Medium weiter ^"^^^e gliale Vbrlauferzel- 



25 



• WT? «na bPGF-haltigem Medium 
^^ t !^r^eEndkonzenteation 3 ng/ml). 



4( 



6W; verwendeteEr^onzentrabon 3 ngmu,. _ ^ ^ ^ 

Nach 2 Tagen ^j^^^^l aUeilTfcgB Msetetwurd^ gegen d^^ig^^^^^^^^^ 

GFAP-positive Zellen 
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in eine 
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, „ ^ DifferenrieSfder - ES ZeUen erbaltenen gbalen Vorlauferzeilen rnitTKTF 
B.Upiel4:T*ansp^^ 

„_ ^ 7 -, len wuide dutch folgendes T^nsplantanoi^xpe fallen batten, wur- 

Die rcm yeltoirie«nde ^ff ^^b^, Vbrtag der ^^^^ ^ S^TSSSrt undinCMF- 
ente Kulturen ???^^55£a der Kulturscbale geKst, be ^^^^^ttcn zu einer Einzel- 
den trypstofirei (nut einem Z^j™ r, ™° „ wurfen dann imt Hammen-pobeiten C ^ ntraa0 n voo ca. 



42-InttavenmKuiare — --- Department 
p m wurfen embryonale rnyelindefiziente SP-^^^^^j^n^eV^a- 

of Medial ^^^^^^ V en^di Die &uhe T^lantaUc* wah^d d« to^m^ ^ f e^ baben <k» 

dfaon, Wisconsin 53706.USA) .v^^ Absurtungsreaktioo kommuOiemyehnd^en^^P^ 

ttotz des Xenottansp»sm*t Myelin dnfrch nachwasbar «^™2U r DNA ftoben nachg«> 
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enxbryonaleGebixnist S^^T^ ^ l^.ZurT^^ta^ ^ ^^^^^^^ 

cob to Neuroscience ^^S,, voo KetandcP (80 ing/kg) und .^^^S-Uchtquelte daxgestellL 
16 Oder 17 nnt einer « n ^ t ? De ^ ^T^Lonen U nter Traiisinumination nntemer Ff^j""; 1997^ wurde die ZeU- 
wurde erofihet, f^T^^S?^ to Neuroscience, John V^ey, ^^SoTGlaskapU- 
Wie b«chri*en ^^^"^^Mikxhrngsdurcta^^^^g^^^ zdisuspen^oo 
suspension in eine ^^X^^idecke in den Seitenventnke des ^"oiaskapiUare wurde entfemt 

lare dure* den U^^^^^den dann to das ^mkel^temmn^rL operiertc 
(entsprechend 100.000-90aOOOZeU«)^^ ^Embryonen wiedercbarurg^h ver^W^n ^ 
undTeBauchdeckeo X-cbromosomal JfaTSi Lebenswoche stark 

Tiere werden spontan ?^ D J£ J^Tn m yelindefizient. Diese Here beginnen in der dntte 
schnitnich ^-^l^ltde^nLbenswoche. 
zu zitteni und sterbeo in ru^* 

4.3. Histologic Analyse der TranspUntatempranger 

. ^ a « ku vierten Lebenswoche betanbt 

ZumN«uweisderMyeKn^^^ 

unQ Xch eine ^^^^^^^S^i^ ™* NacW wurden mittels 

Weise fixiert. Die Gemme ^»J^ SStawn 50pm dicke Schnitte (BrOstle et aL, 

^ Im AnscWuB d^ -^en ^ D ^^^ 0 ^U ^^^^^ "^stocbennscbe D*ek- 
DN A in situ ' Hy^^^jTvTden Donorzellen gebildetes Myebnwurde uber^ Antik6rpa : gcgen basisches 
Neuron 15: ^ to Forisa^hybridisierter ZeUen nachg^^Hie™^^ of Veterinary Clinical Sta- 
tion von Myebnproteinen m *>£?|5L ^ proteolipid Protein (Ian <>^*^ e ^^ end ^ DNA Hybridisie- 
Myeltoprotein NcU18099) ^ ver ^ eDdet . Die Schmttej^ an^Bend^ Q . 683^696, 

dikUmversity of G^o^Beais^, ^° J. SateUiten . D NA (^^^SS^mmSm^ es, gebildetes Mye- 
rung mit einem DNA-S^nmolekM to Ma^ Doppeunarberu^g ge^attete^B^ ^^den 

1981) unterzogen (Bnlstie «aL^euron £ solcben Experitnent^ ^^^S^^^rsucbte 

lin etodeudg den ^^SnUeK di- und meseneepnaler H«nn^on«. u**w* olfectorius, 

Ventrikel implanderten ^^hWandcim in Cortex, Hippocan^ SepU^m^ » 
Tiere). Hybridisierte Zetoifand« caUosum, to der v ^°^SaXtiere keine raumfor- 

THalamus, "yp^^^j^ C^uum, sicn ta Ventrto^stem^rEtopfang ^ Nachkom . 
und innerhalb des Sehi^en. Na^ltansp ^ 3J ^ Embryonen ^gtenii . fc fi 

dexnden Ansammlungen voo ^^^^ dTesen waren 8 erfolgreich »^^3i«„ wurde eine 
men die Symptome ^^SS^SL tus^ende M^i»W« ^ Senoen 2 Fallen 
dieser 8 Here konnte -^S^SSSdmHJP ^-oderMBP- ^T^^ Sd^Maus-spezifischea 
Doppelniarkiening h^^^Zg^^ Doppelmarkierung zu m ^^ n h t^£n^eten to das Wirtsge- 
^eZahlder tokoqwner^^ »^ 29^320-330, 1990) zeigte jedoch in Faser bahnen wie 

Antikorper M2 (f - ^ ^Do^VvermiUelte MyeUtrisiexung v^uW^" « r ^ ^ ^ 
webe inkorponerte G^^^^^ mmisS ur und commissura^ Fasemdes^n^ ^ al B.b 
z. B. detn Corpus caUo^ ^ voroer^ ^ Substanz myelmisierender^euOT Undefizienlen Tiere 

doch aucb an zablreichen ^Ura uin^ In 7 der 8 erfolgreich ^^^^^ toununhistocbe- 

und M6 (Lund et aL, Neurosci. l^tt. 61. 221 l*>. 



60 



65 



14 



197 56 864 C 1 



GUafaserprotein (GFAP; 



•« ,K.n DNA Probe maririerten Zellea mil einem Antikdrper gegen s 
mit dcr Mans-spezifischen DNA wooe maiw 

ICN Nr. 69-110) nachgewiesen. 

Beispiel 5: Transplantation neuraler SpMrwde 

51 ^^^^ 

mndtr zaien durch die verfabrensgernaB hergestelllen 

scbe Irrjektion des ^^^^^,^^6^^^^^^^^^^ ^ das Me- 
striatale Ibotensaure-LSsion ^j^ Q ?~ , 1Q John Wiley, New York, 1997). FurAe "^^Ptatfikrfihrchen uber- 
Current Protocols in N^rosaenee^ Umt3^£ J ^u^Uschale enmon^ und m em 50m^ ™™ 5 
diun, uod die darin ^^^^onzen^oa von 0.1% -^f^^ K£?SsM Hastikre- 
fBhrLNacbZiigabevonDNasezura™i we lche 2 g/1 Glucose (Sigma Nr. 4 Stunden) auf 

KT sedirnentiert und ^T^^^JL Spharoide wurd^ b ^ "^^^SktLche Injektioo 
akrioosrohrcben ^^^^^Scber^se betaubt und che SpbaroideQb^ ^ 

Bis gelagert. Ke ^S^S^on wunle eine Glaskapillare .f^^SKb^t (Brustle et aL, aus: 
Dabei warder. die sich am Boden<te°^ml^ ^ ^ Striatum rnjrn^ ^^dTsSeotakti- 

t^tspfisssswss is?s«*-»*- meibei foiga,dcstereotaKn 



scben Daten verwendet: 
Fur2Implantationsorte: .23mm 

Frontzafanhaher. 



Ortl: 



FrontzannnaJicr: 

froncBuuu +02 mm (relativ zam Bregma) 

Anteroposteriore Ausnchtung. +o.zmm V _ 

a • t,™- 3.0 mm(relatrv zu Sagtttamatt) 

5.5 mm (relativ zur Dura) 



2.3 mm 



Frontzabnhalter. 

Ort2: rron + o 2 mm (relativ zum Bregma) 

Anteroposteriore Ausnchtung: i-u.-6iw«v _ . , f x 

* . ^ . 3 0 mm (relativ zu Sagtftataalit) 

MediolateraleAusnchtimg. J - v „rW> 

4 0 mm (relativ zur Dura) 



par 5 ImpUmtanonsorte: 
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en 



Ortl: 



to 



15 



Ort2: 



20 



Grt3: 



30 



35 



Ort4: 



40 Ort5: 



Fronizahnhalt' 
Anteroposterior Aiisridilimg: 
Mediolaterale Ansrichtung: 



Frontzahnhalter. 
MteroposterioreAusridrtang: 

Mediolaterale Ausridrtnng: 
Inje 



Frontzahnhalter. 
Anteroposterior Ausrichtung: 
Mediolaterale Ausrichtung: 

Inje 



Frontzahnhalter. 
Anteroposteriore Ausrichumg: 
Mediolaterale Ausrichtung: 
mjektionstiefe 

Frontzahnhalter 
Anteroposterior Ausrichtung: 
Mediolaterale Ausrichtung. 



-2.3 mm 

+ 0.2 nnn (relativ zum Bregma) 
3.0mm(relativzuSagitUitoaht) 

6.5 mm (relativ zur Dura) 
-2.3 mm 

+ 0.2 mm (relativ zum Bregma) 
3.0mm(relativzttSagutatoaht) 

5.3 mm (relativ zur Dum) 
-2.3 mm 

+ o.2 mm (relativ zum Bregma) 
3.0mm(rdativzuSagatalnaht) 

4.0 mm (relativ zur Dura) 
- 2.3 mm 

+ 1.5 mm (relativ zum Bregma) 
2.5 mm (relativ m Sag^uhaht) 
6.0 mm (relativ zur Dura) 

- 2.3 mm 

+ 1.5 jnm (relativ zum Bregma) 
2.5 mm (relativ zu Sagntataaht) 
4.5 mm (relativ zur Dura) 



Hietzu erhielten (Be 
mg Cyclosporin A 
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5.2. Analyse derfummoneueo^^-^ » , t rion BeidiesenTle.energabdie 
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Tier 200: 34 Tage vor Transplantation: 
37 Tage nach Transplantation: 

Tier201: 24 Tage vor Transplantation: 
37 Tage nach Transplantation: 
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9.7 



13.9 s 
13.5 

1.3 



• 12 7 

Tier 204: 43 TagevorTransplantataon: ^ 



50 Tage nach Transplantation: 

Tier205: 86 Tage vor Transplantation: 
42 Tage nach Transplantation: 




9.0 a> 

1.0 

Sulfat 
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5 3 Histolo^sche Analyse wl 

. Wocheo nach Transplantation betaubt und 

d^dK traded M"""™^ 

spioBt waren. Dies weist aaraui , 
Empfangergehirn innervieien. 

Patentanspriiche 

enthaaewlhochstcnsetwaww^^ tobryo id Bodies, 

*> ^hS^S^^ ^ -^L^fak^tigen serumfnnen Medium. 

od** ™ T5<i-7ellen zu Embryoid Bodies, 

a-) kutoyiew. v .^^f^ Bod ies zu neulralen ^^"fl faktor . halti ge D seromfreien Medium, 



40 
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lauferzellen nrit glialen Bi 8 enscbafte ^ eUiasens 

LtenoderMeoscbisoBertwo^rini wobei ^ ZeUcn gentecfanisch modifiziert worden .nd. 
send die fcjg^ ^T^Zcllen zu Embryoid Bodies, 

jyjg - m-—--*. — * 

Hierzu & Seitefo) Zeichnungen 
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